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摘要 : 阿 魏 酸 -5- 羟 基 化 酶 (Ferulate 5-hydroxylase 〉 是 调控 S 型 木质 素 合成 的 关键 酶 。 为 研 
究 其 在 苦 养 木质 素 生物 合成 途径 中 的 分 子 机 制 , 该 文 从 苦 莽 转录 组 数据 中 筛选 获得 一 个 F5H 
基因 ， 命 名 为 FtF5H(Genebank 登录 号 : MW455111), 采用 生物 信息 学 方法 对 苦 荞 F5H 蛋白 
的 理化 性 质 、 信 号 肽 、 跨 膜 结构 、 亚 细胞 定位 、 亲 下 水 性 、 和 蛋白 质 二 级 结构 、 和 蛋白 质 三 级 结 
构 、 氨 基 酸 结构 系统 进化 树 等 进行 分 析 和 预测 , 并 同时 运用 实时 荧光 定量 PCR 技术 对 FFSH 
基因 在 厚 果 壳 苦 荞 与 薄 果 壳 苦 养 的 叶 、 花 、 茎 、 果 壳 中 的 差异 表达 进行 分 析 。 结 果 表 明 : 
FtF5H 基因 序列 包含 1395 bp 的 完整 cDNA 开放 阅读 框 ， 编 码 464 个 氨基 酸 ， 生 物 信 息 学 
预测 FtF5H 蛋白 具有 P450 超 家 族 结构 ， 为 亲 水 性 稳定 酸性 蛋白 ， 不 具有 跨 膜 结构 域 ， 且 为 
非 分 泌 性 蛋白 ; FtF5H 蛋白 的 二 级 结构 主要 由 o- 螺 旋 和 无 规则 卷曲 组 成 ; 三 级 结构 预测 显示 
FtF5H 蛋白 与 Sylw.1.A 的 相似 度 较 高 。 系 统 进化 分 析 表 明 FtF5H 属于 CYP84A 亚 家 族 。 
qRT-PCR 显示 FtF5H 基因 在 两 种 苦 医 中 的 不 同 部 位 均 有 表达 ， 且 在 厚 果 壳 苦 荞 果 壳 中 的 表 
达 量 是 薄 果 这 的 5 倍 之 高 , 表达 有 具有 极 显 著 差 异 。 该 研究 为 进一步 研究 苦 医 木质 素 合成 的 分 
子 调控 机 制 黄 定 了 基础 ， 对 昔 养 新 品种 的 培育 具有 重要 的 意义 。 
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Cloning and expression analysis of FtF5H gene 
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from tartary buckwheat 
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Abstract: Ferulate 5-hydroxylase is a key enzyme that regulates the synthesis of S-type lignin.To study the 
function of ferulate 5-hydroxylase in lignin synthesis pathway of Fagopyrum tataricum, a FtF5H(Genebank 
accession number: MWA455111) gene identified from Fagopyrum tataricum RNA-seq data was screened and 
analyzed in this research by bioinformatics methods including the physicochemical properties, signal peptide, 
transmembrane structure, subcellular localization, hydrophilicity, protein secondary structure and tertiary structure, 
amino acid structure, as well as phylogenetic tree. In addition, the real-time quantitative PCR was applied in this 
research to analyze the expression pattern of FtF5H gene in leaves, flowers, stems and husks of thick-husk tartary 
buckwheat and thin-husk tartary buckwheat. The bioinformatics analysis results were as follows: The length of the 
FtF5H gene was 1 395 bp, coding for 464 amino acids; the FtF5H protein was predicted to have*P450'superfamily 
structure. FtF5H protein, a non-secretory protein, is a hydrophilic, stable and acidic protein without 
transmembrane domain. The FtF5H protein secondary structure was predicted to be mainly composed of a -helix 
and random coil; the prediction of tertiary structure showed a high similarity with 5ylw.1.A. Phylogenetic analysis 
showed that FtF5H belonged to the CYP84A subfamily. In addition, qRT-PCR showed that the FtF5H gene was 
expressed in different parts of the two kinds of tartary buckwheat, and the expression level in the husk of the 
thick-husk tartary buckwheat was 5 times higher than that in the thin-husk,with extremely significant differences. 
The research establish a foundation for further study on the molecular regulation mechanism of lignin synthesis in 


Tartary buckwheat, and has important research significance for the cultivation of new tartary buckwheat varieties. 
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昔 医 (Fagopyrum tataricum) HAR WAH, ERE F R, RAA, B A 
耳目 、 降 气 宽 肠 健 骨 等 作用 ,被 誉 为 “五 谷 之 王 ”“ 三 降 ” 食 品 (朱云 辉 和 郭 元 新 ，2014)。 
Ju i JE ACE. 壳 比 率 20%~30%， 果 壳 坚 韧 ， 脱 壳 率 从 2% 到 6% 不 等 (Song et al. 
2019) ， 难 以 脱 壳 生 产 整 粒 苦 荞 米 ， 不 易 制 得 高 芦 ] 含量 获 皮层 全 营养 昔 荞 米 ， 一 定 程度 上 
降低 了 和 苦 攻 的 活性 物质 与 营养 功效 〈 陈 庆 富 等 ，2015) ; 同时 在 苦 荞 种子 直接 磨 粉 加 工 中 会 
有 少量 壳 粉 混入 ， 导 臻 适口 性 下 降 ， 也 限制 了 苦 养 产品 的 精深 加 工 ， 严 重 影响 苦 养 产业 的 发 
展 。“ 小 米 医 ”是 我 国 云南 、 贵 州 等 地 的 一 种 易 脱 壳 地 方 品种 ， 脱 壳 率 最 高 达 9396 (Song et 
al.，2019) ， 作 为 一 种 特殊 资源 ，“ 小 米 状 ”对 研究 苦 荞 薄 果 过 特性 的 遗传 规律 、 功 能 基因 、 
品种 培育 及 加 工 生 产 等 方面 均 具 有 重要 的 理论 和 现实 意义 。 

FSH 属于 细胞 色素 P450 的 单 氧化 物 酶 (Meyer et al.，1998) , Meyer 于 1996 年 第 一 次 


从 香 枫 中 分 离 得 到 ， 是 CYP84 家 族 成 员 ， 具 有 重要 的 生物 学 功能 ， 该 基因 能 催化 阿 魏 酸 、 


Tr 


松柏 醇 、 松 柏 醛 生成 5- 羟 基 阿 魏 酸 、5- 羟 基 松 柏 醇 和 5- 羟 基 松 相 醛 ， 是 调控 S 型 木质 素 合 


成 的 关键 酶 (Humphreys & Chapple, 2002) 。 目 前 ， 已 经 从 拟 南 和 芥 (Arabidopsis thaliana) 


(Franke et al., 2000), ?4!H (Angelica sinensis) ( 温 随 超 , 2015)、 毛 白杨 (Populus tomentosa) 


( 陈 雪 等 ，2015) 、 亚 麻 CLinum usitatissimum) (E3, 2009) 、 油 菜 (Brassica campestris ) 


( 李 扬 等 ，2013) 等 植物 中 克隆 到 F5H 基因 ， 尚 未 发 现 FSH 基因 在 苦 荞 中 被 克隆 的 相关 报 


T 
IH. 


RIT (20200 XJ EI SERERE Re LA T TG ACE IIS Fd RUE PTS TE R 
过 木质 素平 均 含 量 均 高 于 薄 果 壳 苦 养 ， 课 题 组 前 期 在 “ 云 荞 1 号” 和“ 小米 莽 ”杂交 FoU 
群体 中 ,对 厚 果 壳 和 薄 果 壳 进行 转录 组 测序 比较 分 析 ( 数 据 未 发 表 ) ， 发 现 木 质 素 生物 合成 
途径 大 部 分 基因 在 昔 荞 厚 果 壳 的 表达 量 高 于 注 果 壳 , 推测 苦 荞 果 壳 厚 可 能 由 于 积累 了 较 多 的 
木质 素 。 转 录 组 测序 表明 F5H 基因 在 厚 果 壳 的 表达 量 显 著 高 于 注 果 这， 为 了 研究 F5H 基因 
在 苦 荞 木质 素 合成 中 的 作用 , 本 研究 采用 RT-PCR 法 克隆 JR] 号 ”和 “小 米 养 ' 的 FFSH 
基因 ， 对 其 进行 生物 信息 学 分 析 、 实 时 荧光 定量 PCR 验证 ， 为 进一步 研究 该 基因 功能 提供 
依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 

苦 荞 厚 果 过 材料 “ 云 荞 1 号 "为 云南 省 农业 科学 院 生 物 技术 与 种 质 资源 研究 所 选 育 品种 ， 
午 果 壳 材 料 “ 小 米 荞 ” 为 云南 省 地 方 品种 。 剥 离 不 同 发 育 期 “ 云 医 1 号 ” “小米 荞 ”的 果 壳 ， 
将 剥离 的 果 壳 分 别 混合 在 一 起 作为 基因 克隆 的 材料 ， 芝 光 定量 PCR HL ATE uU. 
“小 米 医 ” 不 同 组 织 部 位 材料 ， 结 实 期 的 叶 、 花 、 茎 、 果 过。 
1.2 RNA 提取 与 cDNA 第 一 链 合成 

根据 Trizol 提取 试剂 盒 说 明 进 行 总 RNA 提取 ,1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 所 有 样品 RNA 


的 完整 性 。cDNA 第 一 链 合成 : 在 0.2 mL PCR 管 中 加 入 5 uL 总 RNA、1 pL 随机 引物 、1 uL 


二 <: 


ddHO，70 CHY 5mins IK 2 min; 离心 加 入 2.0 uL 5 x First-Strand Buffer. 0.5 uL 10 
mmol * L! dNTP、0.25 uL Rnase inhibitor, 0.25 uL Reverse Transcriptase， 总 体系 10.0 uL, 
42 CC 温浴 60 min, 72 CC 温浴 10 min. 
1.3 FtF5H 基因 克隆 

T AR PEE ZR F SAT En] SRER-5- X5 5E 4S CFEF5HO 基因 的 核 背 酸 序列 设计 4 条 特异 引 


Y) CE 1) o RT-PCR 反应 体系 如 下 : cDNA 模板 1 uL. dNTPs C10 mmol L7) 0.2 uL. 2xGC 


Buffer I 12.5 uL, TaqDNA 聚合 酶 (SU:hL-I) 0.2 uL, ddH2O 10.1 uL, F (10 umol-L?) 0.5 uL. 


R (10 hmol.LD 0.5 uL. PCR 反应 条 件 为 95 'C 预 变性 3 min; 94 CRE 30s, 58 人 退火 30 


s. 72 "CC 延伸 90s、 共 循环 33 次; 72 C 修 复 延 伸 7min。PCR 产物 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 


检测 ， 把 目的 条 带 切 胶 回 收 ， 送 生 工 生物 工 程 《上海 ) 股份 有 限 公 司 测序 。 


表 1 引物 序列 及 用 途 


Table1 Sequence and usage of primers 


用 途 Usage 引物 名 称 Primer name 引物 序列 Primer sequence (5'-3') 
RT-PCR FtF5H-119F TTCTTAGCCACGGCGGTCT 
FtF5H-1494R GGTAACTCCCACGTGAAGCATTG 
FtF5H-1298F AAGGACTCGTGGGATGACCCT 
FtF5H-1882R ACATTGCATGCTTGATTGCAGTATA 
痰 光 定 量 PCR H3-F AAGAAGTCCCACAGATACCGC 
qRT-PCR 
H3-R AGCCTCCTGAAGAGCTAGCAC 
FtF5H-F TCGGTTCGTGATGAGGTGG 
FtF5H-R CCCGGTAGATTACGTTCTTTGT 


1.4 克隆 基因 的 生物 信息 学 分 析 
利用 NCBI ORF finder 在 线程 序 及 Conserved domains 数据 库 对 测序 获得 的 cDNA 序列 
进行 开放 阅读 框 及 保守 功能 结构 域 分 析 ; 通过 ProtParam 对 蛋白 理化 性 质 进行 分 析 ; 利用 


ProtScale 对 蛋白 亲 疏 水 性 进行 分 析 ; 采用 TMHMM Server v. 2.0 分 析 编 码 氨基 酸 的 跨 膜 结 


构 域 ，SignalP 5.0 Server. 预测 信号 肽 ; NetPhos 3.1Server 进行 磷酸 化 位 点 预测 ; Psort 分 析 亚 


细胞 定位 情况 。 通 过 SOPMA 及 SWISS-MODEL 预测 蛋白 的 二 级 、 三 级 结构 ;编码 蛋白 多 


重 序列 比 对 采用 DNAMAN 软件 ; Neighbor-joining 系统 进化 树 用 MEGA6.0 TJ CB leis, 


2017) 。 
1.5 实时 荧光 定量 PCR (qRT-PCR) 分 析 
采用 Trizol 总 RNA 抽 提 试剂 盒 分 别提 取 “ 云 养 1 号” 和“ 小米 养 ” 叶 、 花 、 茎 、 果 过 


8 个 组 织 的 总 RNA， 反 转录 得 到 第 一 链 cDNA， 以 其 为 模板 进行 qRT-PCR 分 析 ， 每 个 样品 


设 3 次 技术 重复 。 荧 光 定 量 PCR 反应 体系 : 10 uL 2 x SG Fast qPCR Master Mix. 2 uL cDNA 


模板 、 上 下 引物 各 0.4 uL, ddH20 7.2 uL. 扩 增 程序 : 95 C 3min , 95 C 5s, 60 C 30s, 


R 


循环 45 次 。 以 苦 荞 H3 (JE769134.1) 为 内 参 基 因 ， 采 用 2200 TTE SE FF5 厅 的 相对 表达 量 ， 
反应 所 用 引物 见 表 1。 
2 结果 与 分 析 
2.1 苦 荞 总 RNA 提取 与 FIF5H 基因 克隆 

提取 的 总 RNA 经 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 在 紫外 透射 光 下 观察 RNA 条 带 清晰 可 见 ， 亮 
度 比 在 1:1 至 2:1 之 间 ， KH RNA 基本 未 降解 ， 可 用 于 后 续 基因 克隆 。 利 用 RT-PCR 分 
别克 隆 获得 “ 云 荞 1 号 ”和 “小 米 戎 ”的 FSH 基因 ， 产 物 经 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 ， 电 
泳 结果 见 图 1。 对 RT-PCR 产物 进行 测序 拼接 ,结果 发 现 :“ 云 莱 1 号 ”和 “小 米 医 ”的 F5H 
基因 核酸 序列 完全 一 致 ， 且 与 转录 组 测序 序列 相同 。ORF finder 分 析 结 果 表 明 ，2 条 基因 序 
列 均 含 有 一 个 完整 的 开放 阅读 框 ， 开 放 阅 读 框 长 度 均 为 1395 bp， 编 码 464 个 氨基 酸 ， 将 该 


基因 命名 为 FtF5H (GenBank 登录 号 : MW455111) o FIH DNAMAN 将 核 苷 酸 序列 翻译 成 


氨基 酸 如 图 2 所 示 。 


M. SM0331 DNA Marker; 1, 2. R1 FtF5H 基因 克隆 片段 ，3，4.“ 小 米 荞 ”FiFP5H 基因 克隆 片段 。 
M.M0331 DNA Marker; 1,2. FtF5H gene clone fragment of Yunqiao 1; 
3, 4. FtF5H gene clone fragment of rice buckwheat. 
图 1 FtF5H 克隆 片段 的 PCR 电泳 
Fig. 1 The electrophoresis results of FtF5H fragments 
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TGAAC 
ATGATGGACCAACTCACTCATCGTGGGTTGGCCCGTCTCGCCGGAATATACGGTGGAATATTCCATATGCGTATG 
M M D c d m H Rm Go L A RLA G LI Y |(G G T F 3 M RR M 
GGTTTCCTCCATATGGTTACAATATCAAGCCCGGAAGCGGCCCGACAAGTCCTTCAAGTCCAAGACAACATCTTC 
G P E H M V T I S S P H Ak E HR UU WV IL O V Q D N I FE 
TCCAACCGGCCCGCTACCATCGCGATTAAATACCTTACTTACGATCGGGCCGACATGGCGTTCGCTCATTACGGG 
BO N X P A T I AX SZ EK Y xd Y YX b RH AMOD M AR E A HG Y GG 
CCTTTCTGGCGTCAAATGCGGAAACTCTCCGTCATGAAGTTATTCAGCCGTAAACGGGCCGAGTCTTGGCAATCG 
P F W HR Q M R EK L S V M K LES E KR E AN E S HOS 
GTTCGTGATGAGGTGGATCGGATTCTCCGGGTCATGGATAAAGCTAACGGGTCACCCGTTAATATCGGCGAGCTT 
Ww R D E V D R I L H V M D K (A H G 5S P V N I G E E 
GTATTCTCTTTAACAAAGAACGTAATCTACCGGGCCGCGTTCGGGTCTAACTCGAACGAGGGACAAGATGAGTTC 
Ww F S L T K N V I Y R A A F G S N S HN E G Q D & E 
ATTTCTATATTGCAGGAGTTTTCGAAGTTGTTTGGAGCATTCAATTGGGCTGATTTTATTCCGTTTATCGGATGG 
EL S I L Q 'N K S K Lk F GG X F N M £N bD F T P EF E G MW 
GCTGACCCGAACGGGCTTAATGCAAGGCTCGAGAAGGCCCGAAAATCTCTTGATAGGTTCATAGATGATATCATA 
Ah BD P N G Gà N A R. L W K A R A S EDRF I D B X I 
AACGATCACTTGGAGAAGAAGAAGACGGGGATAAAGGGCTTGGAGGATGACATGGTAGATGAGTTGCTAGTGTTT 
N D BH L E K E K T G L Kk G UL B B D M M b.m h b W F 
TACAGTGAAGGTGACGGTAAAGTGACGGAGTCGGACGATTTACAGAACGCGATTCGACTCACTAAGGATAATATC 
* Ww HB G D oG HE V T ER 5 B D in Q N & IR TEDNI 
AAGGCAATAATCATGGATGTGATGTTTGGCGGGACTGAAACTGTTGCATCGGCAATAGAATGGGCCATGTCGGAG 
K e D T M D V M F G G T E T WV A SO M £ EB W A M 8 E 
CTAATGCATAGCCCGGAAGCCATGAAACGAGCTCAAAACGAGCTCGCCGAGGCAATCGGGTTTAACCGACCCGTG 
L M H S8 PE AM K R A QN E LA E A IG FN REP V 
GAAGAAACCGATCTCGACAAGCTTCCTTTTTTCAAATGCGTCATCAAGGAAACCCTTCGACTCCACCCGCCCATC 
B E T PB Nh BD EK Bh P F FT K E V TI X E T Lh RE (à H E FE I 
CCCCTCCTCCTCCACGAAACCGCGGAAGAGACCACCGTAATGGGCTACCGGATACCCGCCCAAGCGCGAGTAATG 
E 5h n L H BE T B 5 LEX T T V M o0 Y R I P Ek Q A EK V M 
GTCAACTCATATGCCATTGGGAGAGATAAGGACTCGTGGGATGACCCTGATATGTTCAAACCCGAAAGGTTTATG 
W N S Y A I G RD EK DS WD DPDbHMIFEK P ER FOM 
AAGGAAGGAGTGCCGGATTTCAAAGGAGGGAATTTCGAGTTCCTTCCATTCGGGTCGGGTCGGAGGTCATGCCCG 
K E 5o WV P D F K G G N F E FL P E G S G R R S C P 
GGAATGCAATTGGGTCTCTATGCGCTTGAGATGACTGTTGCTAATCTGATTCAATGCTTCACGTGGGAGTTACCT 
C M 0 LGE Y A ob E M T V A N t: $S Q C EF T W E hb B 
AATGGAATGAAGCCAAGCGAGTTGGATATGACTGACATGTTTGGGCTCACTGCACCTCGGGCGAGTCGACTCATT 
N C M E P S E L D M T DM F G L T A P KR A $5 R L I 
GCTGTGCCAAGACTCAGGCTGACGTGTCCGATCTCTTCATCTTGAGGAAAGAGAAGGAATTGAGATTTCTCCTGC 

A WV P HR La R L T C FP E S $ S * 
GGAATGGTATTGCAATGGATGGGGAAAAAAACTAAACAAAAAATCAAAATTAGGGGAGGAAGACTTAAATTTCGT 
CTTCTTTTTTTACCGATTTGCTCGGCTTGATTTTATTTTTTTCCTGTTCATGTGAAAATTGTATTTTTACACATC 
TTTTTCTTCTTTTTTGGTCTTCTTTTTTTAT 


图 2 FtF5H ECEFBRHE PS SERE 7l 


Fig.2 The nucleotide sequence and amino acid sequence of FtF5H 


2.2 FtF5H 基因 编码 蛋白 的 生物 信息 学 分 析 
2.2.1 理化 性 质 分 析 


利用 ProtParam 软件 对 FtF5H 和 蛋白 理化 性 质 进行 预测 ， 发 现 FtF5H 蛋白 分 子 式 为 


Cz346H3677N637O680S28， 理论 分 子 量 52 583.54 Da， 亲 水 性 平均 系数 (GRAVY) 为 -0.234， 不 
稳定 系数 (GD 为 36.57， 为 稳定 和 蛋白， 脂 溶 指数 为 82.65， 负 电荷 残 基 (Asp+Glu) 63^, 1E 
电荷 残 基 (Arg+Lys) 56 个 ， 理 论 等 电 点 $5.76， 仿 酸性。 推测 该 蛋白 为 亲 水 性 稳定 酸性 蛋白 。 


通过 Conserved domains 数据 库 对 FtF5H 保守 结构 域 进行 分 析 ， 发 现 该 蛋白 有 一 个 P450 保 


"pi, JET PASO 超 家 族 (图 3) 。 
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图 3 iE FtF5H 蛋白 保守 结构 域 分 析 
Fig.3 Analysis of the conserved domains of FtFSH protein 


通过 Protscale 在 线 软 件 ， 以 Hphob./Kyte & Dodittle 为 标 度 ， 对 苦 荞 FtF5H 蛋白 质 进 行 
了 分 析 ， 以 氨基 酸 序列 当 横 坐标 ， 氨基酸 标 度 为 纵 坐 标 ， 亲 水 性 越 强 ， 则 分 值 越 小 。FtF5H 
最 高 分 值 1.967 出 现在 多 肽 链 中 的 第 256 VARR, 该 位 点 的 氨基 酸 跑 水 性 最 强 ; 最 低 分 值 
-2.856 出 现在 362 位 氨基 酸 , 证 明 该 位 点 的 氨基 酸 亲 水 性 最 强 。NetPhos 3.1Server 预测 显示 : 
FtF5H 整 条 多 肽 链 中 分 值 在 阔 值 0.5 以 上 的 氨基 酸 位 点 共有 36 个 , 其 中 丝氨酸 (Ser) 22 个 ， 
IARR Thr) 13 个 ， 酷 氨 酸 Cyr) 1 个 。 这 些 位 点 可 能 发 生 磷酸 化 反应 ， 从 而 对 蛋白 的 活 
性 与 功能 产生 调控 作用 。 


通过 SignalP 5.0 Server 在 线 软件 对 苦 荞 、 苹果 (XP 0083727532) . HAL (AGR44939.1)、 


喜 树 CAAT39511.1) 、 水 稳 (BAF43423.1) ~ WE CXP 007203643.1) ~ IIR (AFH89638.1)、 
甜 樱桃 (XP 021802881.1) ~ Æ (XP 021718110.1) 及 大 叶 菠 CKMZ63113.1). 10 种 植物 
的 F5H 基因 的 蛋白 质 信 号 肽 进行 预测 比 对 ， 结 果 均 不 存在 信号 肽 ， 为 非 分 泌 性 和 蛋白 〈 表 2) 。 
因此 推测 F5H 基因 可 能 在 游离 核糖 体 上 合成 后 不 经 蛋白 转运 ， 直 接 在 细胞 质 基 质 的 特定 部 
位 中 行使 催化 功能 《〈 张 太 奎 等 ，2013 ) 。 利 用 Psort 对 该 10 种 植物 FSH 蛋白 进行 亚 细 胞 定 
位 预测 ， 发 现 除 柳 枝 稳定 位 在 细胞 骨架 外 ， 其 余 均 在 叶绿体 。 基 于 F5H 基因 编码 蛋白 的 信 
号 肽 和 亚 细 胞 定位 进行 SPSS 聚 类 分 析 ， 结 果 见 图 4， 双子 叶 陆 生 植 物 桃 、 甜 樱桃 、 苹 果 、 
白 梨 、 苦 养 、 喜 树 、 死 麦 聚 为 一 文 ， 常 年 生长 在 水 中 的 水 稻 、 大 叶 藻 聚 为 一 支 ， 柳 枝 各 单独 
为 一 支 ， 推 测 与 FSH 的 作用 机 制 有 关 。 

TMHMM 软件 预测 显示 苗 其 、 柳 枝 笋 、 大 叶 藻 不 具有 跨 膜 结构 域 。 苹 果 、 白 梨 、 喜 树 、 
水 稻 、 桃 、 甜 樱桃 、 蔡 麦 均 各 含有 1 个 跨 膜 结构 域 ， 说 明 植物 种 类 不 同 ， 其 F5H 基因 编码 
蛋白质 的 跨 膜 区 域 存在 情况 不 同 。 
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表 2 10 种 植物 F5H 基因 编码 蛋白 质 信 号 肽 的 对 比分 析 
Table 2 Signal peptide prediction for proteins encoded by F5H of 10 plants 


E B dot e Je s SE. KA 最 高 信号 肽 剪 切 位 点 最 高 综合 剪 切 位 点 氨基 酸 残 基 的 平均 信号 肽 信号 肽 
物种 Highest original cleavage Highest signal Highest comprehensive Average signal peptide Signal 
Species site of amino acid peptide cleavage site splicing site of amino acid residues peptide 


位 点 Site 得 分 Score 位 点 Site ^ 得 分 Score ”位 点 Site ， 得 分 Score 位 点 Site 得 分 Score 
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iE 31 0.113 40 0.151 33 0.385 1-39 0.200 NO 
Fagopyrum tataricum 

苹果 33 0.153 33 0.202 9 0.548 1-32 0.268 NO 
Malus domestica 

BEN 33 0.134 14 0.163 9 0.511 1-13 0.268 NO 
Pyrus bretschneideri 

喜 树 38 0.152 38 0.183 32 0.402 1-37 0.221 NO 
Camptotheca acuminata 

水 稻 28 0.360 4 0.256 1 0.631 1-3 0.611 NO 


Oryza sativa 


pk 32 0.157 11 0.169 8 0.439 1-10 0.308 NO 
Prunus persica 
Mcd 56 0.142 56 0.119 54 0.132 1-55 0.098 NO 


Panicum virgatum 
樱桃 李 32 0.157 11 0.163 8 0.415 1-10 0.295 NO 


Prunus avium 


EE 34 0.133 18 0.144 10 0.307 1-17 0.185 NO 
Chenopodium quinoa 
大 叶 藻 22 0.192 2 0.247 1 0.598 1-1 0.598 NO 


Zostera marina 
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Prunus persica 
樱桃 李 
P. avium 
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Malus domestica 
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Pyrus bretschneideri 
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Fagopyrum tataricum 


aA 
A 


Camptotheca acuminata 
Ea 
Chenopodium quinoa 
jd 
Oryza sativa 
AH 
Zostera marina 


柳 枝 稳 


Panicum virgatum 


图 4 ÆT F5H 编码 蛋白 质 的 信号 肽 及 亚 细 胞 定位 的 10 种 植物 聚 类 分 析 图 


Fig.4 Acluster diagram based on Signal Peptide and subcellular localization 


predicted on proteins encoded by F5H of 10 species of plants 
2.2.2 FtF5H 的 结构 预测 


通过 NPSA 对 和 蛋白质 的 二 级 结构 进行 在 线 预测 ， 发 现 FtF5H 含有 丰富 的 二 级 结构 ， 无 
规则 卷曲 占 36.21%，a- 螺 旋 占 46.12%， 延 伸 链 占 12.2896, p-Jr&ih 5.3996 (图 5D 。 利 用 


SWISS-MODEL 对 和 蛋白质 的 三 级 结构 进行 预测 ， 结 果 见 图 6: A. FCF5H 蛋白 第 5-455 MA 


基 酸 与 数据 库 目 标 蛋 白 5ylw.1.A 的 序列 相似 度 为 33.49%。.QMEAN 值 是 -2.83。GMQE(Global 


Model Quality Estimation， 全 球 性 模型 质量 估 测 ) 值 为 0.711, GMQE 值 在 0~1 之 间 ， 越 接近 


1， 建 模 质量 越 好 ， 表 明 建 模 可 信和 度 高 。 结 合 Malus domestica (XP 008372753.2) . Pyrus 
bretschneideri ( AGRA4939.1) ~ P sinkiangensis C QHS84908.1) ~ Camptotheca acuminata 
CAAT39511.12 . Vitis vinifera (XP 002272644.1) ~ Prunus persica (XP 007203643.1) ~ P. 
dulcis (BBH07995.1) ~ Medicago sativa CABB02161.1) ~ Prunus avium (XP 021802881.1) 
的 蛋白 质 三 维 结构 骨架 进行 分 析 , 发 现 该 基因 编码 的 和 蛋白质 具有 典型 的 结构 域 : 含 铁 原 中 啉 
功能 域 (图 6: BO 和 锰 离 子 功能 域 〈 图 6: CO 〈 张 太 奎 等 ，2015) 。 
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蓝 色 . a 螺旋 ， 红 色 . 延伸 链 ; 绿色 . B 转 角 ， 紫 色 . 无 规则 卷曲 。 
Blue. Alpha helix; Red. Extended chain; Green. Beta turn; Purple. Random curl. 
图 5 苦 荞 FtF5H 蛋白 质 二 级 结构 预测 
Fig. 5 Prediction of the secondary structure of FtF5H protein 


A. FtF5H 蛋白 三 级 结构 ，B. 含 铁 原 中 啉 功能 域 ，C. 锰 离子 功能 域 。 


A. Tertiary structure of FtF5H; B. Protoporphyrin ix containing fe; C. Manganese (II) ion. 


图 6 F5H Æ AMEE AZRA FtF5H 和 蛋白质 三 级 结构 预测 
Fig. 6 Prediction of three-dimensional structure of protein encoded by F5H gene and 


three-dimensional structure prediction of FtF5H protein 


2.2.3. 氨基 酸 结构 分 析 及 系统 进化 树 构建 

采用 NCBI 的 BlastP 在 线程 序 ， 查 找 FtF5H 的 同 源 氨基 酸 序列 ， 比 对 结果 表明 FtF5H 
氨基 酸 序 列 与 GenBank 中 相关 序列 同 源 性 在 73.12%~77.42% 之 间 。 利 用 DNAMAN 进行 多 
序列 比 对 发 现 ， 苦 养 FtF5H 与 参与 比 对 植物 的 FSH 氨基 酸 序列 的 相似 性 高 达 84.79%， 含 
有 血红 素 结合 结构 域 FxxGxxxCxG (图 7) ， 其 中 保守 的 半 胱 氨 酸 充当 血红 素 铁 的 第 五 个 配 
体 〈Chapple，1998) ， 证 明 FtF5H 属于 P450 家 族 。 

运用 MEGA6.0 软件 ， 采 用 邻接 法 构建 系统 进化 树 ， 结 果 显 示 : yk FtF5H 53 
CYP84A1 聚 为 一 小 复 , 说 明 其 同 源 性 最 高 ,相关 研究 报道 拟 南 芥 阿 魏 酸 -5- 羟 化 酶 AtCYP84A1 
的 表达 与 木质 素 生 物 合成 的 定量 以 及 发 育 调控 有 关 (Ruegger etal., 1999) ， 本 研究 克隆 得 
到 的 苦 荞 FtF5H 与 拟 南 芥 及 其 它 植物 的 CYP84A1 聚 在 一 支 (图 8) ， 说 明 其 可 能 与 苗 荞 木 
质 素 合成 及 调控 有 关 (Zhang etal., 2019) 。 


limi 
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苹果 Malus domestica 

GZ! Pyrus bretschneideri 
$N P. sinkiangensis 
Epi Camptotheca acuminata 
iE) Vitis vinifera 

HE Prunus persica 

BE P. dulcis 

EEE Medicago sativa 
甜 樱桃 prunus avium 

FtF5H 


Hs 红 框 为 血红 素 结构 域 
Note: red frame is heme domain 
图 7 FF FFSH EA ME EA ENT 
Fig.7 Multiple sequence alignment of FtF5H protein 
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甜 扁桃 Prunus dulcis (BBH07995.1) 

红 梅 P mume (XP 008241781.1) 

甜 樱桃 P avium (XP 021802881.1) 

桃 P persica (XP 007203643.1) 

新 疆 梨 Pyrus sinkiangensis (QHS84908.1) 
苹果 Malus domestica (XP 008372753.2) 
ÄR Pyrus bretschneideri (AGR44939.1) 
阿 月 浑 子 Pistacia vera (XP 031286932.1) 
ZEE TE Medicago sativa (ABB02161.1) 

TR BH Senna tora (KAF7809685.1) 

澳洲 棉 Gossypium australe (KAA3474424.1) 
毛 果 杨 Populus trichocarpa (XP 006383141.2) 
银白 杨 P. alba (XP 034889644.1) 

拟 南 芥 Arabidopsis thaliana (AEE86636.1) 
菱角 Trapa bicornis (ALC76578.1) 

石榴 Punica granatum (AZS54119.1) 

山茶 Camellia sinensis (XP 028096091.1) 
喜 树 Camptotheca acuminata (AAT39511.1) 
葡萄 Vitis vinifera (XP 002272644.1) 

kH Capsicum chinense (PHU27104.1) 
Z Chenopodium quinoa (XP 021718110.1) 
e FtF5H 

ERE Calamus jenkinsianus (AOS51485.1) 
XH Zostera marina (KMZ63113.1) 

水 稳 Oryza sativa (BAF43423.1) 

HIIR Panicum virgatum (AFH89638.1) 

种 P miliaceum (RLN43302.1) 

水 稳 Oryza sativa (BAF43422.1) 


图 8 苗 养 FtF5H 与 其 他 F5H 和 蛋白 系统 进化 树 


Fig. 8 Phylogenetic tree of FtF5H and other F5H proteins 


2.2.4 FtF5H 基因 相对 定量 分 析 


实时 荧光 定量 PCR (qRT-PCR) 分 析 FtF5H 


因 在 厚 果 过 与 注 果 壳 苦 荞 不 同 器 官 的 表 


j 


达 水 平 ， 结 果 发 现 FFSH 基因 在 苗 养 不 同 器 官 的 表达 量 不 同 ， 在 厚 果 这“ 云 荞 1 号 ”中 的 


相对 表达 量 由 小 到 大 依次 为 叶 、 花 、 茎 、 果 壳 ;， 在 薄 果 碗 “小 米 养 ”中 则 是 共 、 果 壳 、 花 、 
叶 。 同 一 器 官 相 比 ， 除 时 外 ，PF5 刀 在 厚 果 壳 “ 云 养 1 号 ”各 个 部 位 的 表达 量 均 高 于 注 果 这 
“小 米 养 ”， 且 差异 极 显著 〈 图 9) o FFSH 在 苦 荞 厚 果 壳 中 的 表达 量 是 薄 果 过 的 5 倍 ， 与 


前 期 转录 组 实验 结果 基本 一 致 。 
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在 昔 荞 不 同 组 织 部 位 的 相对 表达 水 平 


Fig.9 Relative expression levels of FtF5H gene in different tissues of tartary buckwheat 


3 讨论 与 结论 


值 及 营养 功效 。 如 何 将 薄 果 


苗 荞 作为 自然 界 中 少见 的 药 食 两 用 作物 , 具有 极 高 的 药 用 价 
壳 性 状 转 入 栽培 品种 ， 育 成 既 易 脱 壳 又 高 产 优质 的 苦 养 新 品种 成 为 研究 热点 。Song et al. 


(2019) 对 厚 壳 苦 养 和 注 壳 苦 荞 纤 维 素 和 木质 含 


Rk ET), KARAER 


表明 随 着 脱 壳 
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录 组 测序 发 
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lim] 


效率 的 降 1 


=] 
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壳 纤 维 素 和 木质 素 含量 


NT 


见 木质 素 生 物 合 成 途径 大 音 
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变化 与 脱皮 效率 之 间 关 系 进行 研究 , 结果 
, FERAE 


IRTEE AWAARA. 课题 组 通 


F (20200 发 
过 转 


加 ; SSH 


Å 


探 完善 养 薄 果 壳 形 成 的 分 子 机 制 ， 本 万 


现 二 者 序列 完全 一 致 ， 且 与 转录 组 测序 
F5H 是 调控 植物 木质 素 合成 的 关键 酶 3 
分 析 , 发 现 克 隆 的 苗 荞 F5H 


娟 等 ，2018) 、 尾 时 核 〈 肖 玉 菲 等 ，2018) . 4 
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， 序 列 比 对 发 


E 要 作用 , 通过 生物 


L FH ^i 
男 等 ， 


有 等 ，2018) 中 的 研究 结果 一 致 。F5H 磷酸 化 后 可 以 改变 蛋白 质 活 性 ， 从 而 调 
EE 序列 比 对 发 现 苦 荞 FtF5H 与 其 它 植物 F5H 氨基 酸 序列 的 相似 
正明 该 基因 比较 保守 。 系 统 进化 分 析 结 果 表 明 与 苦 养 FIFSH 基因 亲缘 关系 最 近 的 为 袭 麦 ， 


F P450 超 家 族 , 与 石榴 


ec 


2014) 中 的 研究 结果 一 


量 不 同 的 丝氨酸 、 苏 氨 酸 、 酷 氨 酸 3 个 磷酸 化 位 点 ， 与 石榴 ( 冯 立 


Ea 


gi 


TRA 


生 高 达 84.79%, 


EK 


口 
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且 与 其 它 双 子叶 植物 的 F5H 基因 亲缘 较 近 ， 而 与 单子 叶 植 物 水 稳 、 柳 枝 稳 、 笋 、 黄 芯 的 杀 
缘 关 系 较 远 ， 表 明 该 基因 在 双子 叶 及 单子 叶 植 物 纲 之 间 同 源 性 差异 较 大 。 

Shafrin etal. (2015) 下 调 黄麻 的 F5H 基因 ， 发 现 与 非 转基因 植物 相 比 ， 整 个 茎 中 酸 不 
溶性 木质 素 含量 降低 约 25%， 纤 维 木 质 素 降低 12%~15%. KEJE (2018) 在 对 尾 叶 核 的 
研究 中 发 现 ，EwF5 末 在 半 木 质 化 茎 中 表达 量 最 高 ， 在 嫩 芭 中 最 低 。 甘 蓝 型 油菜 植株 根 、 根 
茎 和 茎 中 木质 素 含量 高 低 与 抗 倒 能 力 成 正 相 关 ， 且 FSH 基因 在 抗 倒伏 油菜 荤 期 根部 、 茎 半 
以 及 开花 期 根部 表达 量 明显 高 于 易 倒伏 材料 〈 李 铣 臣 等 ，2011)〉 。 本 研究 FFSH 基因 在 厚 
果 壳 “ 云 荞 1 号 ” 茎 、 花 、 果 壳 的 表达 量 均 高 于 注 果 壳 “ 小 米 荞 ”， 各 器 官 之 间 的 表达 有 极 
显著 差异 ， 且 FtF5H 在 厚 果 壳 中 的 表达 量 是 薄 果 壳 的 5 倍 ， 推 测 FFSH 基因 在 注 果 壳 苦 荞 
低 表 达 与 薄 果 壳 的 木质 素 合 成 和 积累 少 有 关 。 

Takeda et al. (2017) 对 水 稳 的 研究 中 发 现 ，OsF5H1 表达 是 控制 水 稻 细 胞 壁 中 S/G 木质 
素 组 成 的 主要 因素 。 徐 超 等 (2015) HAMR RK F5H 基因 的 研究 发 现 PbESH 参与 调控 
梨 果 实 S 木质 素 单 体 的 合成 ， 影 响 木 质 素 G/S 比值 。Tetreault et al. (2020) 的 研究 发 现 : 高 
YE FSH (SbF5H) 的 过 表达 增加 了 S- 木 质 素 含量 。 木 质 素 合 成 有 着 复杂 的 代谢 网 络 ， 多 个 基 
因 共 同调 控 它 的 代谢 。F5H 基因 作为 一 个 多 基因 家 族 ， 并 非 所 有 FSH 基因 均 在 G/S 的 转化 
中 发 挥 作用 ， 因 此 本 研究 获得 的 FFSH 基因 在 薄 果 壳 苦 医 木质 素 生物 合成 途径 的 功能 仍 需 


进一步 研究 。 
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